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血漿量及び肺胞上皮細胞のアクアポリン-5 (aquaporin 5; AQP5)、上皮性ナトリウム


















































































































ⅰ）無治療群（no treatment; NT 群、n= 14 ）：副腎摘出のみ施行し、以後の治療は
行わない。 
ⅱ）生理食塩水群（normal saline; NS 群、n= 14 ）：NT 群と比較するため、副腎摘
出後に術後第 4病日以降も生理食塩水投与を続けナトリウムを負荷した。 
ⅲ）アルドステロン治療群（aldosterone; Ald 群、n= 14 ）：副腎摘出後に鉱質コル
チコイド（アルドステロン）の補充を行う群で、補充量は文献的に正常な体重増加を
示す量（体重 100g 当たり 2μg/day）とした 7),8）。なお、規定のアルドステロン投与
量を得るために、ジメチルスルホキシド（DMSO，Sigma）と 0.9%の生理食塩水の等量
混合液に溶解したアルドステロン（Sigma）を充填した Alzet浸透圧ミニポンプ model 
2002 （DURECT Corporation, Cupertino, CA, USA）を副腎摘出と同時に皮下に埋め
込み持続皮下注入を行った。 
ⅳ）デキサメサゾン治療群（dexamethasone; Dexa 群、n= 14 ）： 副腎摘出後に糖質
コルチコイド（デキサメサゾン）の補充を行う群で、補充量は文献的に正常な体重増
加を示す量（体重 100g 当たり 5μg/day）とした 7),8)。DMSO と生理食塩水の等量混合
液に溶解したデキサメサゾン（Sigma）を充填した Alzet浸透圧ミニポンプ model 2002
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ⅵ）偽手術群（Sham群、n= 14 ）：背部側腹部の小切開のみ行い、閉創した。 
(1)-3敗血症の惹起方法（LPS投与群の作成） 
 (1)-2 の各群について LPS 投与群と LPS 非投与群を作成した。LPS 投与群では、副
腎摘出および浸透圧ミニポンプ植え込み術後、第 6 病日に、上述したⅰ)～ⅵ）群の
全群の半数に、生理食塩水にて希釈したエンドトキシン（lot Escherichia coli 




LPSの致死投与量は 500μg/体重 100g以上であるが、副腎摘出後は LPS感受性が約 40
倍に上昇する。LPS非投与群では、生理食塩水のみ腹腔内に投与した。 
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 (2) 循環血漿量測定 
 図 2に循環血漿量測定のプロトコールを示す。循環血漿量測定方法は Gibsonら 10）
の方法に準じて行った。LPS または生理食塩水を腹腔内投与した 2 時間後に、ペント




より 23G の翼状針(TERUMO)にてエバンスブルー（10mg/ml）(Wako Pure Chemical 
Industries,Ltd., Osaka, Japan)を 0.5ml注入した。正確な注入量はエバンスブル－
注入前後のシリンジ重量の差から計算した。エバンスブル－注入 10 分後、20 分後、
30分後に動脈よりヘマトクリット毛細管に採血し 10,000×g、15分間遠心しヘマトク
リットを測定した。ヘマトクリット毛細管の血漿分画を採取し生理食塩水にて 10 倍





 (3) AQP5および ENaC-α mRNAの解析 
  (3)-1 Total RNAの調整  
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 循環血液量測定後、摘出した肺 200～300 mg から、TRIzol (Invitrogen, CA, USA)
によって total RNA を抽出した。抽出した RNA は 100 倍希釈し、Gene Quant pro 
( amersham pharmacia, NJ, USA)を用いて 260 nm の吸光度を測定し、RNA 濃度を見
積もった。さらに TURBO DNA-free Kit (Ambion, Woodward, Austin, TX, USA)を用い
て RNAに混在するゲノム DNAを除去した。 
 (3)-2 逆転写 
 調整した RNA(1μg)をもとに、Random primer(6mer) (TaKaRa, Shiga, Japan)、Reverse 
Transcriptase M-MLV (TaKaRa, Shiga, Japan)、dNTP Mixture (TaKaRa, Shiga, Japan )
を用いて37℃で60分逆転写反応を行った。得られたcDNAはReal-time PCRに用いた。 
 (3)-3 Real-time PCR 
 Real-time PCR の解析は、反応試薬として SYBR® Premix Ex Taq ⅡTM （TaKaRa, Shiga, 
Japan）を用い、ABI7500リアルタイム PCRシステム （Applied Biosystems, Foster City, 
CA, USA）で肺中の AQP5、ENaC-α mRNAを定量した。それぞれのプライマーは表 1 に
記載した。また、各々mRNAの発現量は内在性コントロール遺伝子である GAPDHの発現




各測定値は平均±標準誤差で示した。統計学的検討には統計学ソフト JMP pro 
(version 9.0.2; SAS Institute, Cary, NC, USA)を使用し、 2 群間の比較は対応の
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ない t 検定で、多群間の比較は分散分析を行い、循環血漿量の多群間の比較は










 Sham群（46.7±0.6 ml/kg）に比較し NT群(39.4±0.6ml/kg)では有意に循環血漿量
が減少した(p<0.0001)。各治療群をみると、Dexa 群(35.3±0.2 ml/kg)は Sham 群に
比較して有意に循環血漿量が減少していた(p<0.0001)が、Ald-Dexa 群(44.8±0.2 
ml/kg)、NS 群(45.1±0.4 ml/kg)では有意な変化を認めなかった。最も循環血漿量が
多かったのは Ald群(53.9±0.8 ml/kg 1)であり Sham群に比較しても有意に増加して
いた（p<0.0001）。Ald-Dexa 群は Dexa 群よりも有意に循環血漿量が多かったが、Ald











 LPS投与群と LPS非投与群の循環血漿量を比較すると（図 3-3）、NT群、NS群、Ald
群、Ald-Dexa群、Sham群で LPS投与により循環血漿量の有意な減少を認めたが、Dexa
群では有意な変化を認めなかった。 
2 AQP5 mRNAの発現解析 
副腎摘出が AQP5 mRNAの発現に及ぼす影響 
各治療群の AQP5 mRNAの発現量（図 4-1）に有意な差を認めなかった(p=0.15)。 
LPS投与が AQP5 mRNAの発現に及ぼす影響 
各治療群の AQP5 mRNAの発現量（図 4-2）に有意な差を認めなかった(p=0.078)。 
LPS投与群と LPS非投与群で AQP5の発現量を比較すると（図 4-3）、全ての群で 
LPS投与により発現量が有意に減少した。 
3 ENaC-α mRNAの発現解析  
副腎摘出が ENaC-α mRNAの発現に及ぼす影響 
LPS非投与群における各治療群の ENaC-α mRNAの発現量を図 5-1に示す。 
 Sham 群に比較し NT 群では ENaC-α mRNA の発現量が 0.43 倍に低下したが有意では
なかった。NS群では有意な発現量の低下を認めた(p=0.026)。Ald-Dex群では Sham群
に比較し有意に発現量が増加し(p=0.026)、Dexa 群では有意ではないものの増加する
傾向を認めた(p=0.056)。Ald 群では Sham 群に比較し有意な変化を認めなかった。
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Ald-Dexa群と Dexa群間では有意差を認めなかったが、Ald-Dexa群と Ald群では有意
な発現量の差を認めた(p=0.026)。NT群と NS 群に有意な発現量の差はなかった。 
LPS投与が ENaC-α mRNAの発現に及ぼす影響 
 LPS投与群における各治療群の ENaC-α mRNAの発現量を図 5-2に示す。 
 Sham 群と比較すると Dexa 群、Ald-Dexa 群で発現量が有意に増加した(共に、
p=0.026)。NT群、NS群では発現が低下する傾向が認められ(それぞれ、p=0.31、0.056)、
Ald 群では発現量が有意に低下していた(p=0.026)。Ald-Dexa 群と Dexa 群間では有
意差は認めず、Ald-Dexa 群と Ald 群では有意な発現量の差を認めた(p=0.026)。NT
群と NS群間に有意な発現量の差はなかった。 








 本研究では、LPS非投与の Sham群、NT群、NS群、Dexa群、Ald群、Ald-Dex群の 6
















 LPS 非投与群の NT 群は Sham 群に比べ循環血漿量が約 15.5%減少した。従って、副
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腎不全を合併するだけで循環血漿量が減少することがわかった。Ald 群のみ有意に循
環血漿量が増加し、かつ Ald-Dexa群も Sham 群と同等の循環血漿量を維持していたこ
とより、特にアルドステロンの体液維持作用が循環血漿量維持に大きな役割を果たし
ていると考えられる。近年、心不全においてはデキサメサゾンによるナトリウム利尿
作用が報告されている 11）。本研究において Dexa 群で循環血漿量が減少したことはデ
キサメサゾンのこの様な効果によるものと考えられる。一方アルドステロン単独投与
では循環血漿量が過多となり、デキサメサゾン、アルドステロン両投与によって循環














 Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS)の水分管理においてショック期には
十分な水分を投与することを前提とし、水分制限と利尿を促す保守的水分管理と、十
分輸液を行って心拍出量を増やし、各臓器への血流を保つという積極的水分管理を比












2 AQP5 mRNAの検討 
 肺へのアデノウィルス感染 15,16) 、 気道からの lipopolysaccharide(LPS)注入 17)、




れらの炎症部位において AQP5 の発現量が低下していることが示されている。AQP5 欠
損マウスの 75%は出生時致死し 21,22)、生き残った 25%では肺胞腔—血管間の水分透過性
が野生型に比べ 1/10 まで減少することが報告されている 23,24)。従って、AQP5の発現
量が炎症反応により減少することは、肺水腫の病態生理に密接に関与していると考え
られる。 
 本研究において AQP5 mRNA の発現レベルを LPS 非投与の各群間で比較検討すると、
副腎摘出による影響も、デキサメサゾン、アルドステロン補充による発現の修飾も認
めなかった。しかし、LPS 投与を行うと mRNA の発現レベルは全群で有意に低下した。




3 ENaC-α mRNAの検討 






 本研究で LPS 非投与の NT 群では Sham 群に比べ ENaC-α mRNA の発現量が有意では
ないが低下傾向を示し、NS群では有意に低下したことから、副腎不全（糖質コルチコ
イドの喪失）によって ENaC-α mRNA の発現量が低下すると考えられた。Dexa 群では
mRNA の発現レベルが Sham 群よりも上昇する傾向を示し、Ald-Dex 群では有意に上昇
したという結果は、デキサメサゾンが肺の ENaC-α mRNA の発現レベルを上方調節す
ることを示したといえる。この結果は、デキサメサゾンが培養肺胞上皮細胞の ENaC-α 
mRNA の発現量を 4.4 倍増加させたとする報告 27)と同様であった。ENaC-α mRNA の発
現量を各群について LPS投与の有無で比較すると Sham群、NT群、Dexa群で低下傾向
を示したが有意ではなかった。これは、LPSを 5mg/kg静脈投与したラットで ENaC-α 
mRNA および蛋白発現が減少したという報告 28)と同様の結果であるが、本研究の LPS
投与量が 100µg/kg と少量の腹腔内投与であったために LPS の効果が少なかった可能
性がある。一方、Ald群、Ald-Dexa群では LPS 投与によって有意に発現量が低下した。 
LPS 投与群だけを見ても同様の傾向であり、Ald 群は Sham 群、Dexa 群、Ald-Dexa 群
に比べ有意に ENaC-αの発現量が低下した。アルドステロンと LPS の併存が ENaC-α 
mRNAに及ぼす機序は本研究では不明であり、実際の ENaC-α蛋白発現量の検討と併せ
て今後の課題と考えられる。 

























 副腎不全合併敗血症ラットでは循環血漿量および AQP5 mRNA の発現量は有意に減少
し、ENaC-α mRNAは減少傾向を示したが、糖質コルチコイドと鉱質コルチコイド両者
の補充は適切な循環血漿量の維持と ENaC-α mRNA の発現量増加による肺胞内水分除
去の促進に有効である可能性が示唆された。 
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図 3-1：LPS非投与群の循環血漿量の比較。各群 n=7、データは平均値±標準誤差で表 
示。 * P<0.05 vs. Sham群、 # P<0.05 vs. NT群、$ P<0.05 vs Ald群、& P<0.05 vs 
Dexa群。 
図 3-2:LPS投与群の循環血漿量の比較。 各群 n=7、データは平均値±標準誤差で表示。 
* P<0.05 vs. Sham群、 # P<0.05 vs. NT群、$ P<0.05 vs Ald群、& P<0.05 vs Dexa
群。 
図 3-3: LPS投与群と LPS非投与群の循環血漿量の比較。各群 n=7、データは平均値±
標準誤差で表示。* P<0.05 LPS投与群 vs. LPS投与群。 
図 4-1: LPS非投与群の AQP5 mRNA発現量。各群 n=7、デ－タは平均値±標準誤差で表
示。 n.s.: 非有意。 
図 4-2: LPS投与群の AQP5 mRNA発現量。各群 n=7、デ－タは平均値±標準誤差で表示。 
n.s.:非有意。  
図 4-3: LPS非投与群と LPS投与群の AQP5 mRNA発現量の比較。各群 n=7、デ－タは平
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均値±標準誤差で表示。* P<0.05  LPS投与群 vs. LPS非投与群。 
図 5-1: LPS非投与群の ENaC-α mRNA 発現量。各群 n=7、デ－タは平均値±標準誤差
で表示。 * P<0.05 vs. Sham群、 # P<0.05 vs. NT群, $ P<0.05 vs. Ald群、  
& P<0.05 vs. NS群。 
図 5-2: 図 5-2. LPS投与群の ENaC-α mRNA 発現量。各群 n=7、デ－タは平均値±標
準誤差で表示。 * P<0.05 vs. Sham群、# P<0.05 vs. NT群, $ P<0.05 vs. Ald群,  
& P<0.05 vs. NS群。 
図 5-3: LPS非投与群と LPS投与群の ENaC-α mRNA 発現量の比較。各群 n=7、デ－タ



























































































































































































































































図3-1.  LPS非投与群の循環血漿量の比較 
   各群 n=7、データは平均値±標準誤差で表示。 
 *P<0.05 vs Sham, #P<0.05 vs NT, $P<0.05 vs Ald,  
&P<0.05 vs Dexa  
図3-2.  LPS投与群の循環血漿量の比較 
各群 n=7、データは平均値±標準誤差で表示。 
  *P<0.05 vs Sham, #P<0.05 vs NT, $P<0.05 vs Ald,  
&P<0.05 vs Dexa  
図3-3.  LPS投与群とLPS非投与群の循環血漿量の比較 
各群n=7、データは平均値±標準誤差で表示。 






























































































































































図4-1. LPS非投与群のAQP5 mRNA発現量 
   各群 n=7、デ－タは平均値±標準誤差で表示。 
     n.s. ; 非有意 
 
    
図4-2. LPS投与群のAQP5 mRNA発現量 
   各群 n=7、デ－タは平均値±標準誤差で表示。 
 n.s.；非有意 
図4-3. LPS非投与群とLPS投与群のAQP5 mRNA発現量の比較 
   各群 n=7、デ－タは平均値±標準誤差で表示。   
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図5-3. LPS非投与群とLPS投与群のENaC-α mRNA発現量の比較 
   各群 n=7、デ－タは平均値±標準誤差で表示。 
*P<0.05 LPS投与群 vs LPS非投与群 
図5-2. LPS投与群のENaC-α mRNA発現量 
   各群 n=7、デ－タは平均値±標準誤差で表示。  
    *P<0.05 vs Sham, #P<0.05 vs NT, $P<0.05 vs Ald,  
&P<0.05 vs NS  
図5-1. LPS非投与群のENaC-α mRNA発現量 
   各群 n=7、デ－タは平均値±標準誤差で表示。 
     *P<0.05 vs Sham, #P<0.05 vs NT, $P<0.05 vs Ald,  
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